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摘要 RERE Amy (Waldenström? s macroglobulinemia, WM) 是 一 种 罕见 的 ， 不 可 
76 fü 8 AK €, £a JL €, 38 CIymphoplasmacytic lymphoma, LPL) . MYD88 L265P 突变 在 华 
色 巨 球 蛋 白 血 症 患者 中 检 出 率 很 高 O904) ， 可 以 用 于 疾病 的 鉴别 和 诊断 ， 因 此 ， 开 发 一 种 
高 灵敏 度 的 检测 方法 对 这 个 突变 进行 检测 具有 较 大 的 临床 价值 。 通 过 将 ARMS 技术 与 
Clamping PCR 技术 相 结合 ， 建 立 的 新 型 MYD88 L265P 突变 富 集 检测 体系 可 以 满足 这 一 需求 。 
优化 后 ， 该 检测 体系 检 出 限 为 10 拷贝， 灵敏 度 为 0.1%， 对 19 份 临 床 样品 的 双 盲 试验 中 ， 
检测 结果 准确 率 达 到 100%。 所 建立 的 方法 具有 灵敏 、 准 确 的 优势 ， 适 用 于 华氏 巨 球 蛋白 血 
症 的 早期 诊断 ， 有 较为 广阔 的 应 用 前 景 。 
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Abstract Waldenstróm's macroglobulinemia (WM) is a rare, incurable lymphoplasmacytic 
lymphoma (LPL). Research has showed that MYD88 L265P is commonly detected in 
patients with WM (29096). Therefore this mutation could be used as a biomarker for 
disease diagnosis and differentiation. Current detection methods used at this mutation are 
of low sensitivity, which limit the clinical utility for early diagnosis. Thus, there is an urgent 
need for a more sensitive method to fulfill the requirement of early diagnosis. By 
combining ARMS and Clamping PCR together, a novel detection system with higher 
sensitivity was developed. The limit of detection of the new system was 10? copies and 
the sensitivity was 0.196. A double-blind trial with 19 clinical samples was conducted and 
the results completely accorded with the sample information. This new technique has a 
huge potential in clinical practices, especially early diagnosis, due to its increased 
accuracy and sensitivity. 


Key words Waldenstróm's macroglobulinemia MYD88 L265P mutation enrichment and 
detection system 


世界 卫生 组 织 CWO) 将 华氏 巨 球 和 蛋白 血 症 Waldenström’ s 
macroglobulinemia, WD 定义 为 一 种 具有 单 克隆 免疫 球 和 蛋白 M gM) 的 淋巴 浆 
细胞 淋巴 瘤 〈1ymphoplasmacytic lymphoma, LPL) “"。 为 研究 该 疾病 潜在 的 突 
变 ，Treon 等 ”对 30 例 病 人 进行 了 全 基因 组 测序 ， 并 在 其 中 的 27 例 样 品 中 ， 发 
现 了 一 个 位 于 染色 体 3p22. 2 上 位 点 38182641 的 一 个 胸腺 喀 啶 CT) 变 为 胞 喀 啶 
(CÓ 的 体 细胞 突变 , 随后 使 用 Sanger 测序 法 证 明了 这 是 髓 样 分 化 初级 反应 基因 
88 (myeloid differentiation primary response 88, MYD88) 上 的 L265P RÆ. 


髓 样 分 化 因子 88 (myeloid differentiation factor 88, MYD88) 是 一 种 
关键 的 衔接 蛋白 ， 它 介 导 了 Toll 样 受 体 CToll-like receptor, TLR) 和 和 白介素 
-1 受 体 Cinterleukin-l receptor, IL-IRO 的 信号 传导 ， 从 而 激活 核 因 子 -xB 
(nuclear factor KB，NF-xB) ， 参 与 人 体 的 免疫 反应 ” 。WJD88 L265P 突变 
在 华氏 巨 球 蛋 白 血 症 患 者 中 检 出 率 很 高 (>90%) “”， 而 在 其 他 惰性 B 细胞 淋巴 
瘤 中 则 较为 罕见 ”， 且 近年 来 的 研究 表明 ， 该 突变 与 依 和 鲁 蔡 尼 Cibrutinib) 用 
药 疗 效 ， 及 疾病 预后 ”相关 。 因 此 其 可 以 作为 疾病 诊断 、 用 药 和 预后 的 依据 。 

由 于 MYDS8 L265P 突变 可 以 作为 华氏 巨 球 蛋白 血 症 的 生物 标志 物 ， 因 而 发 展 
合适 的 方法 对 这 个 突变 进行 检测 有 着 非常 重要 的 临床 价值 ,但 此 突变 为 体 细胞 突 
变 ， 仅 存在 于 患者 的 肿瘤 组 织 中 ， 而 正常 组 织 中 不 存在 ”“。 因 此 ， 需 要 一 个 高 灵 
敏 度 的 检测 方法 , 将 极为 少量 的 突变 型 靶 序 列 从 大 量 的 野生 型 背景 中 富 集 出 来 并 
实现 精确 检测 。 然 而 ， 现 有 报道 中 的 检测 方法 大 都 灵敏 度 较 低 ， 不 能 满足 临床 使 
用 的 需求 。 

目前 有 许多 ARMS RE Clamping PCR HEORZR 4 fii HEB A, 但 在 L265P 
突变 的 检测 上 尚未 看 到 相关 的 报导 。 本 课题 受 此 启发 ， 希 望 建立 一 个 快速 、 简 便 
且 高 灵敏 度 的 新 型 检测 体系 ， 更 好 地 实现 对 MYDSS L265P 低频 突变 的 检测 ， 便 于 
早期 诊断 等 的 开展 。 

1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 主要 试剂 

标准 品质 粒 的 构建 ， 使 用 TaKaRa 公 司 (日本) 的 pMD19-T Simple Victor 试 

剂 盒 ， 转 化 和 扩大 培养 使 用 实验 室 自制 的 DH5 a 感受 态 , 使 用 Axygen 公 司 (美国 ) 


的 AxyPrep 质 粒 DNA 小 量 试剂 盒 进 行 质粒 抽 提 。qPCR 使 用 的 40XSYBR Green I 2€26 
染料 购 自 Invitrogen 公 司 (美国 ) 。 
1.1.2 主要 仪器 

标准 品质 粒 测定 浓度 和 质 控 使 用 ND-2000 微量 紫外 可 见 分 光 光度 计 (Thermo 
Fisher Scientific， 美 国 ) > qPCR 反应 在 Lightcycler Nano 实时 定量 PCR 仪 
(Roche, mit) 上 进行 。 
1.1.3 样品 

本 研究 共 采 集 了 19 份 临床 DNA 样本, 在 得 到 样品 时 无 病人 信息 , 仅 有 编号 ， 
用 于 进行 双 盲 试验 。 样 品 由 南京 医科 大 学 提供 ,采集 于 2015 年 8 月 3 日 至 2018 
年 4 月 27 日 ， 为 骨髓 或 外 周 血 样品 ， 采 用 QIAamp DNA Blood Mini Kit 试剂 盒 
CQiagen， 德 国 )， 按 照 说 明 书 进行 DNA 抽 提 。 样 本 信息 中 含有 基本 信息 ， 如 性 
别 (13 例 男性 ， 6 例 女性 )、 年 龄 (36 至 76 岁 ， 平 均 年 龄 55.95 岁 )、 病 理 信 
恩 等 。 样 品 提 供 者 均 签 署 了 知情 同意 书 ， 操 作 符 合 科研 伦理 。 样 品 DNA 保存 于 
-20'C 冰 箱 中 待 用 。 
1.2 方法 
1. 2.1 标准 品质 粒 的 构建 

构建 标准 品质 粒 时 , 以 健康 人 基因 组 DNA 为 模板 , 扩 增 出 片段 后 测序 验证 (上 
海 杰 李 生 物 技 术 有 限 公 司 ) 。 将 野生 型 的 片段 连接 到 pMD19-T 载体 上 , 转化 DH5 a 
感受 态 ， 得 选单 克隆 扩大 培养 后 ,使 用 AxyPrep 质粒 DNA 小 量 试剂 盒 进行 质粒 抽 
提 , 操作 依照 说 明 书 进行 。 抽 提 的 质粒 用 ND-2000 微量 紫外 可 见 分 光 光 度 计 测定 
浓度 和 质 控 , 并 进行 测序 验证 , 将 正确 的 野生 型 质粒 冻 存 备用 。 对 于 突变 型 质粒 ， 
KAER PCR 的 方法 进行 构建 。 以 测序 验证 的 野生 型 基因 组 DNA 为 模板 ， 应 
用 所 设计 的 四 条 引物 扩 增 出 两 段 在 所 需 位 点 上 为 突变 型 且 一 端 重 登 的 双 链 DNA, 
再 通过 变性 和 退火 ， 产 生 部 分 重 炙 的 双 链 ， 经 过 第 三 轮 PCR， 将 末端 补 齐 ， 形 成 
突变 型 片段 。 将 片段 连接 到 载体 上 ,按照 与 野生 型 质粒 类 似 的 步骤 获得 正确 的 突 


变型 质粒 并 冻 存 。 引 物 序列 见 表 1. 
表 1 质粒 构建 引物 序列 


Table 1 Primers for standard plasmid construction 


"78 


类 型 标记 序列 (5” -3 ) 

上 游 引 物 MYD88-F GGGATATGCTGAACTAAGTTGCCAC 
下 游 引 物 MYD88-R GACGTGTCTGTGAAGTTGGCATCTC 
内 侧 上 游 引 物 MYD88-inF GAAGCGACCGATCCCCATCAAG 


内 侧 下 游 引物 MYD88-inR TGGGGATOGGTCGCTTCTGATG 


1.2.2 引物 及 阻 抑 子 设 计 

本 课题 所 采用 的 富 集 检测 思路 为 : 设计 ARMS 引物 和 一 个 覆盖 突变 位 点 的 
Blocker， 利 用 在 突变 位 点 上 ARMS 引物 和 Blocker 形成 竞争 ， 在 特定 的 温度 下 ， 
ARMS 引物 优先 结合 突变 型 模板 而 Blocker 优先 结合 野生 型 模板 ， 实 现 了 对 野生 
型 模板 更 强 的 压制 效果 ， 通 过 SYBR Green I 染料 检测 是 否 有 扩 增 产物 生成 ， 就 
可 以 判断 样品 中 是 否 有 突变 型 模板 存在 。 原 理 图 见 图 1。 
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图 1 设计 原理 图 


Fig. 1 Schematic diagram 


根据 GenBank 提供 的 序列 信息 ， 使 用 Primer Premier 5 软件 进行 引物 设计 。 
下 游 引 物 为 ARMS 引物 , 3” 末端 位 于 突变 点 上 , 且 符 合 引物 设计 的 其 他 相关 规律 。 
使 用 的 上 游 引物 参考 文献 ”。 引 物 设计 见 表 2。 

设计 的 Blocker 与 野生 型 模板 完全 匹配 ,末端 采用 氨基 封闭 ,为 了 使 Blocker 
在 与 引物 竞争 野生 型 模板 时 有 优势 ， 其 与 野生 型 模板 的 Tn 值 (65.0C ) 高 于 引 
物 与 野生 型 模板 的 Tm 值 (59. 2C )。 当 模板 为 突变 型 时 ， Blocker 与 其 结合 的 
Tm {E (58. 8'C) 则 低 于 引物 结合 的 血 值 (63. 3'C)。 这 样 的 设计 使 得 引物 更 容 
易 与 突变 型 模板 结合 ， 而 Blocker 则 倾向 结合 野生 型 模板 。( 见 表 2) 
表 2 引物 和 阻 抑 子 序 列 


Table 2 Sequences of primers and blocker 


类 型 标记 序列 (5” -3 ) 

通用 上 游 引 物 Common F AATGTGTGCCAGGGGTACTTA 
突变 型 特异 性 下 游 引 物 — MT-R CCTTGTACTTGATGGGGATCG 
阻 抑 子 Blocker CATGGGGATCAGTCGCTTCTG- NH2 


1.2.3 反应 体系 与 温度 条 件 的 优化 
首先 初步 建立 qPCR 反应 体系 。 对 于 扩 增 ,两 步 法 ( 即 退 火 、 延 伸 一 步 完 成 ) 


扩 增 可 以 保证 在 延伸 过 程 中 Blocker 始终 结合 野生 型 模板 并 阻止 其 扩 增 , 比 传统 
三 步 法 扩 增 更 符合 体系 的 要 求 。 之后， 对 有 反应 的 温度 、 镁 离子 、 酶 、 上 下 游 引物 
和 Blocker 的 用 量 进行 系统 的 优化 。 

体系 达到 最 优 后 ， 使 用 梯度 稀释 的 质粒 ， 对 体系 的 检 出 限 进行 了 考察 。 接 着 
使 用 按 比 例 混合 的 野生 型 和 突变 型 质粒 ， 对 体系 的 灵敏 度 进行 了 考察 。 
1.2.4 样本 双 言 试验 

在 得 到 样品 时 ， 首 先 由 一 位 与 本 研究 无 关 的 工作 人 员 对 样品 进行 随机 编号 ， 
然后 将 仅 有 编号 的 样品 交 由 我 方 进行 检测 。 按 照 优 化 后 的 比例 进行 反应 液 的 配 
制 ， 在 最 适 反 应 条 件 下 进行 样品 检测 。 将 检测 结果 发 送 给 进行 编号 的 工作 人 员 ， 
并 请 样品 提供 方 将 病人 的 测序 结果 也 发 送 至 此 工作 人 员 处 ， 由 其 对 结果 进行 核 
对 。 并 将 核对 结果 和 病人 信息 反馈 给 我 方 。 


2 结果 
2. 1 最 终 的 反应 体系 及 检 出 限 


经 过 优化 ， 最 终 的 反应 体系 共 25 nL， 以 PCR Buffer 为 缓冲 液 ， 体 系 中 包 
含 4.0 mM MgSO,, 0.025 mM dNTPs， 上 、 下 游 引 物 各 0. 05 unM，0.3uM Blocker, 
0.625 nL SYBR Green 染料 和 0. 8U HaemoTaq， 反 应 所 需 样本 量 为 1nL。 反 应 条 
件 为 95'C 预 变性 600s， 接 着 采用 两 步 法 扩 增 45 个 循环 : 95C 变 性 15s，61. 5°C 
退火 、 延 伸 60s， 扩 增 结束 后 ，61. 5C 保 持 300s。 然 后 采集 熔 解 曲线 以 确定 产物 
正确 性 ， 熔 解 程序 为 95C 变 性 60s， 迅速 冷却 到 60C 并 保持 60s， 检 测 温度 范围 
为 60 95C， 每 秒 升 高 0. 1C 并 进行 荧光 采集 。 

按 顺 序 加 入 梯度 稀释 (10 至 10 拷贝 /unL) 的 突变 型 和 野生 型 质粒 以 测试 体 
系 的 检 出 限 。 从 检 出 限 考察 结果 来 看 〈 如 图 2 所 示 )， 各 浓度 梯度 下 的 突变 型 质 
粒 的 扩 增 曲线 梯度 良好 ; 野生 型 质粒 的 扩 增 曲线 中 ， 除 了 10 拷贝 /anL 到 10 找 
贝 / 4L 的 扩 增 效果 好 于 10 拷贝 /nuL 的 突变 型 外 ， 其 他 浓度 的 野生 型 均 扩 增 不 
佳 ， 不 会 影响 突变 型 结果 的 判读 。 综 上 ， 本 体系 的 检 出 限 为 10 拷贝 / nL。 
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图 2 体系 检 出 限 考察 


Fig.2 Limit of detection test 


2. 2 体系 灵敏 度 

将 突变 型 质粒 按 比例 与 健康 人 基因 组 混合 (突变 型 占 比 从 100% 到 0%)， 作 为 
模板 进行 扩 增 ,用 以 考察 体系 的 灵敏 度 。 灵敏度 考察 结果 如 图 3 所 示 。 本 体系 可 
以 将 含有 0. 1% 突 变型 模板 的 混合 质粒 与 野生 型 质粒 区 分 开 ， 灵 敏 度 达到 0. 1%。 
将 多 次 试验 中 0. 1% 突 变型 模板 的 Ca 值 统计 后 X - 2SD = 33.420 作为 野生 型 
和 突变 型 的 区 分 值 。 
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图 3 体系 灵敏 度 考察 
Fig.3 Sensitivity test 
2.3 样本 双 盲 试验 

ArmA, 在 19 份 样品 中 ， 共 检 出 14 份 阳性 样品 和 5 份 阴性 样品 ， 将 体系 
检测 结果 交 给 进行 编号 的 工作 人 员 比 对 , 结果 显示 检测 结果 与 样品 提供 方 提供 的 


信息 完全 符合 。 
3 结果 与 讨论 

随 着 生活 水 平 的 提高 ， 人 们 对 健康 的 关注 程度 也 逐渐 加 深 。 而 癌症 等 大 部 分 
疾病 ， 如 果 能 够 在 早期 发 现 ， 往 往 对 病人 的 治疗 和 预后 都 有 很 大 的 帮助 。 因 此 ， 
针对 疾病 , 尤其 是 癌症 的 早期 诊断 方法 成 为 了 近年 的 研究 热点 之 一 。 但 由 于 在 疾 
病 早 期 , 非常 少量 的 突变 型 DNA 往往 会 被 大 量 存在 的 野生 型 DNA 掩盖 ,容易 导致 
假 阴 性 的 结果 。 因 此 ， 这 对 检测 体系 的 灵敏 度 提出 了 很 高 的 要 求 。 

华氏 巨 球 蛋 白 血 症 容易 发 生 误诊 、 漏 诊 ""”"，NUYD88 L265P 突变 作为 生物 标志 
物 , 对 此 病 的 早期 诊断 有 较 大 的 参考 价值 , 针对 这 个 位 点 的 诊断 方法 也 多 有 报道 。 
目前 用 于 L265P 突变 富 集 检测 的 最 常见 方法 是 ARMS 技术 ， 多 个 研究 团队 都 报道 


了 采用 此 方法 对 突变 进行 富 集 的 检测 效果 , 但 采用 的 后 续 检测 技术 有 所 不 同 “*" 


外 ， 其 检测 体系 的 灵敏 度 从 1. 25% 到 0. 08% 不 等 ， 证 明基 于 ARMS 技术 建立 L265P 
突变 富 集 检 测 体系 有 一 定 的 临床 应 用 价值 , 但 这 些 体系 主要 针对 组 织 样品 进行 开 
发 ， 在 每 个 反应 中 加 入 的 DNA 量 较 大 〈50 到 500ng)， 增 加 了 采样 的 难度 ， 常 见 
的 Clamping PCR 技术 也 被 应 用 于 L265P 突变 的 富 集 ， 并 采用 测序 作为 后 续 的 检 
测 手段 ， 但 报道 的 灵敏 度 仅 为 10-16. 7%””， 不 适用 于 早期 诊断 ; 而 直接 采用 HRM 
的 方法 对 L265P 突变 进行 分 型 检测 ， 仅 能 实现 5% 的 灵敏 度 ”， 其 应 用 也 较为 有 
限 。 

本 体系 最 大 的 创新 之 处 在 于 ， 将 ARMS 技术 和 Clamping PCR 技术 联合 使 用 于 
MYDSS L265P 突变 检测 中 ， 且 检 出 限 达 到 10 找 贝 / nL， 灵敏 度 达到 0. 1%。 在 临 
床 样品 的 双 盲 试验 中 ， 本 体系 的 准确 性 达到 了 100%。 相 较 于 目前 的 报道 ， 本 体 
系 更 为 灵敏 准确 ， 且 只 需 通 过 一 次 PCR. 反应 即 可 实现 对 样品 的 鉴定 ， 对 于 反应 仪 
器 的 要 求 较 低 ， 无 需 对 PCR 产物 进行 后 处 理 ， 简 化 了 操作 步骤 ， 体 系 基 于 qPCR 
平台 且 使 用 问 光 染料 , 大 大 降低 了 检测 成 本 。 因 此 这 个 体系 便于 推广 到 基层 医院 ， 
实现 更 大 覆盖 面 的 早期 诊断 ， 为 患者 提供 便利 。 

另外 ， 本 研究 中 对 突变 型 进行 富 集 的 设计 思路 也 具有 一 定 的 推广 价值 ， 将 
ARMS 技术 与 Clamping PCR 技术 联合 使 用 ， 既 存在 ARMS 引物 对 于 突变 型 的 特异 
性 扩 增 , 又 实现 了 Blocker 对 于 野生 型 的 压制 ,“ 双 管 齐 下 ”提高 了 对 野生 型 的 
抑制 效果 ， 更 好 的 避免 了 这 两 种 技术 单独 使 用 时 容易 产生 假 阳 性 的 次 端 。 另 外 ， 
其 可 与 荧光 探 针 技术 等 检测 手段 进行 组 合 ,实现 多 重 的 富 集 检 测 ， 从 而 提高 体系 


I 


的 检测 通 


m 


=. AE, 此 设计 思路 也 可 以 为 多 位 点 富 集 检 测 体 系 的 建立 工作 提供 一 


个 新 的 方向 。 
本 实验 还 需 改进 的 地 方 在 于 体系 的 稳定 性 。 根 据 样 品 提供 方 提 供 的 信息 , 样 
品 中 的 突变 频率 在 0. 79% 到 4T. 06% 之 间 。 从 最 终 检测 结果 的 C 值 来 看 ， 突 变频 


率 为 0.79% 的 样品 与 阴性 检 


E 


品 的 Cq 值 较为 接近 ， 说 明 体 系 还 不 够 稳定 ， 仍 有 进 


一 步 优 化 和 微调 的 空间 。 同 时 也 希望 能 够 进一步 扩大 样本 量 , 并 收集 突变 频率 更 


低 的 样 
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